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CESKA REPUBLIKA 
IJRAD PRUMYSLOVEHO VLASTNICTVI 




potvrzuje, ze 

BIOPHARM VYZKUMN* tJSTAV BIOFARMACIE A VETERINARNICH LEClV, A.S., 

Jflov6 u Prahy, CZ 



podal(i)dne 08.09.1999 



pfihlaSku vynalezu znafiky spisu PV 1999 - 3186 




a ze pfipojeny popis a 12 vykresu se shoduje uplne 
s puvodne podanymi pnlohami teto pfihlasky. 



VPrazedne 11.10.2000 



Za pfedsedu: Ing. Ho§kova Marta 
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Pouze fakt, ze uvedeny zpusob pfenosu prapohlavnich spermatogonialnich 
bunek z jednoho jedince do druheho je funkcni, je nesmirne cenny a kromS teto 
vlastni skutecnosti nesmirne zajimavy prave pfi tvorbe transgenni drubeze. 
Prapohlavni, spermatogonialni bufiky lze snadno pfed vlastni implantaci do 
kohouta akceptora in vitro transfekovat cizorodou genetickou informaci, ktera 
bude dal z 1/2 pfenasena na potomstvo v Fl generaci. Takto pravdepodobnS 
bude otevfena realna cesta pro vyuziti drubeze (drubeziho vejcovodu) jako 
bioreaktoru pro produkci specifickych napf. pro farmaceuticky prumysl cennych 
proteinu. 

•Puvodci vynalezu bylo provedeno velke mnozstvi pokusu na ovefeni zpusobu 
bodle vynalezu, z nichz nektere byly vybrany do nasledujici pfikladove casti, 
ktera je dale podlozena pfilohou grafu, strankou obrazku. 
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Pfikladv provedeni 
Pfiklad 1 

- uplnd stehlizace kohouta akceptora 

Dospely kohout inbredni linie plemene Leghornka bila (bila barva pen 
zpusobena dominantni alelou 1 1 v lokusu I) produkujici ejakulat byl fixovan 
v boxu tak, aby bylo mozne zevne z bocni strany tela provest ozaf eni pfesne 
na plochu velikosti varlat pomoci gama paprsku. Jako vhodny se ukazal pfistroj 
Theratron T1000 a isotop Co. Varlata kohouta byla pomoci ozafovaciho 
pfistroje 5x za sebou v tydennim intervalu ozafena minimalne davkou 8 Gy. 
niz by se ozaf eni jakkoliv projevilo na zdravotnim stavu a chovne kondici 
ohouta zhruba po 90 dnech po poslednim ozafeni ztrati kohout trvale 
schopnost produkce spermii a je pfipraven po uvedene dobe ke kolonizaci varlat 
prapohlavnimi spermatogonialnimi bunkami kohouta donora, viz graf c. 1 a graf 
c. 2. a obrazek c.l v pfiloze. 



— pnprava a aplikace prapohlavnich, spermatogonialnich bunek kohouta 
donora 

Dospelemu kohoutu inbredni linie plemene Minorka cerna (cerna barva 
peri zpusobena recesivni alelou ii) produkujicim ejakulat byl pomoci biopsie 
odebran vzorek tkane z varlat obsahujici jeho prapohlavni spermatogonialni 
bunky. Tyto bunky byly umisteny po dobu 4 hodin do media M 199 Sigma 
(obsahujici 10 % hmotn. Fetal bovine serum , 2 % hmotn. chicken serum, 1 % 
hmotn. pyruvate sodium, 1 % hmotn. gentamycin) pfi pomeru fedeni 1:1s 
uvedenym mediem. Inkubace bunek probihala pfi standardnich podminkach: pfi 
5 % hmotn. obsahu oxidu uliciteho a pfi teplote 40 °C. Pote byly prapohlavni 
spermatogonialni bunky v celkovem objemu suspenze 200 mikrolitru 
aplikovany pomoci injekcni sfikacky do kazdeho ozafeneho varlate kohouta 



Druhym nezbytnym krokem uspSSneho vyuziti popsaneho postupu je nutne 
zvladnuti pfenosu spermatogonialnich prapohlavnich bunek akceptora , tedy 
tech spermatogonialnich bunek, ktere umozni po pfenosu funkcni zabudovani a 
rekolonizaci varlat akceptora a naslednou produkci oplozeni schopnych spermii. 
To zatim pfinasi fadu potizi a nejednoznadnych vysledku. 



Podstata vynalezu: 

•Vyse uvedene nedostatky odstranuje zpusob konstrukce transgenni drubeze, 
lejmena pfenosem prapohlavnich spermatogonialnich bunek podle vynalezu, 
fehoz podstata spociva v torn, ze se pouze varlata kohouta akceptora opakovane 
ozafi gamma paprsky , naCez se do jeho neporuSenych sterilnich varlat 
v intervalu 60 dni az dvou let od posledniho ozafeni implantuji cizi prapohlavni 
spermatogonialni bunky kohouta donora , z nichz se dale produkuji oplozeni 
schopne spermie s celou genetickou informaci od kohouta donora. Po 
inseminaci slepic temito novfi vzniklymi spermiemi se vylihne transgenni 
dnibez s 1/2 geneticke informace od donora. 

Zpusob podle vynalezu se dale provadi tak, ze se varlata kohouta akceptora 3x 
az 9x ozafi gamma paprsky o sile alespori 8 Gy vzdy v intervalu 3 az 9 dnu. 

Vyhodne se zpusob podle vynalezu provadi tak, ze se varlata kohouta akceptora 

•5x ozafi gamma paprsky o sile 8 Gy, vzdy v tydennim intervalu. 
Pfi tomto ozafeni dojde na rozdil od jinych soucasnych technik k uplnemu 
zlikvidovani puvodnich prapohlavnich spermatogonialnich bungk ve varlatech 
akceptora , ktery jiz pak nadale nemiize produkovat spermie, pfiCemz struktura 
varlat vcetne Sertoliho bunek zustane zachovana pro naslednou implantaci 
cizich prapohlavnich spermatogonialnich bunSk kohouta donora.. V techto nove 
implantovanych prapohlavnich spermatogonialnich bunkach jsou dale 
produkovany spermie, ktere jsou oplozeni schopne a nesou genetickou informaci 
prapohlavnich spermatogonialnich bunek kohouta donora, viz schema c.l 
v pfiloze. 

Pfiprava transgenni driibeze zpusobem podle vynalezu je snadna a se 
stoprocentnim vysledkem, protoze spermatogonialni bunky kohouta donora 
mohou byt transfekovany potfebnou zadanou genetickou informaci a tak po 
jejich uspSsne implantaci do varlat kohouta akceptora dojde takto k tvorbe 
transgenniho kohouta, ktery po inseminaci, ci pfi pfirozene plemenitbe bude z 
1/2 pfedavat genetickou informaci na svoje potomstvo. 
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akceptora, v dobe ozafeny kohout ztrati po ozafeni jakoukoliv produkci 
ejakulatu, tedy 85 az 100 dm od posledniho ozafeni. 



— funkcni produkce ejakulatu po pfeneseni prapohlavnich spermatogonidlnich 
bunek kohouta donora 

Ozafeny kohout inbredni linie plemene Leghornka bila - akceptor 
s neexistujicimi funkcnimi varlaty po provedenem ozafeni zaCal do 2 mesicu po 
provedene aplikaci cizich prapohlavnich spermatogonialnich bunSk kohouta 
inbredni linie plemene Minorka cerna opet produkovat ejakulat 
^ zivotaschopnymi spermiemi. 

F- biologickd testace prenesenych prapohlavnich spermatogonidlnich bunek 
kohouta donora 

Po provedene inseminace slepice inbredni linie plemena Leghornka 
zihana (Sediva zihana barva zpusobena recesivni alelou ii genem zihanosti 
vazanym na pohlavi B/-) ejakulatem odebranym od ozafeneho kohouta inbredni 
linie plemene Leghornka bila - akceptora cizich prapohlavnich 
spermatogonialnich bunek kohouta inbredni linie plemene Minorka Cerna byla 
inseminovana vejce dana do inkubatoru a po 21 dnech inkubace se vylihla 
pouze cerna kuf ata. 

Tato cerna kuf ata jsou jasnym dukazem, ze implantace a kolonizace 
prapohlavnich, spermatogonialnich bunek kohouta donora byla uspesna, 
protoze vylihnou-li se pouze cerna nebo zihana kufata, to ve sve podstate 
znamena nepf itomnost dominantni alely II, ale pouze pfitomnost recesivni alely 
k ? tedy pouze pfitomnost funkcnich spermii kohouta s recesivnim zalozenim 
"arvy pen ii, tedy v tomto pfipade s £ernou barvou pefi, viz schema c.l 
v pf iloze. 



Pfiklad 2 

-neiiplnd sterilizace kohouta akceptora 

Dospely kohout inbredni linie plemene Leghornka bila (bila barva pef i 
zpusobena dominantni alelou 1 1 v lokusu I) produkujici ejakulat byl fixovan 
po ozafeni stejne jako v pfikladu 1. Varlata kohouta byla pomoci ozafovaciho 
pfistroje ozafenajednorazovou davkou 18 Gy. Kohout, aniz by se ozafeni 
jakkoliv projevilo na jeho zdravotnim stavu a chovne kondici, neztratil ani po 
200 dnech sledovani trvale schopnost produkce spermii (oproti kontrole, graf 
c.9 a c. 1 0), naopak po 150 dnech se koncentrace (viz.graf c.3) a motilita (graf 
c.4) vratila do puvodnich hodnot pfed ozafenim a kohout nebyl pfipraven ke 
kolonizaci varlat prapohlavnimi, spermatogonialnimi bunkami kohouta donora. 
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Pfiklad 3 

-neuplnd sterilizace kohoata akceptora 

Dospely kohout inbredni iinie plemene Leghornka bila (bila barva peri 
zpusobena dominantni alelou 1 1 v lokusu I) produkujici ejakulat byl fixovan 
pfi ozafeni stejne jako vpfikladu 1. Varlata kohouta byla pomoci ozafovaciho 
pfistroje ozafena jednorazovou davkou 22 Gy. Kohout, aniz by se ozafeni 
jakkoliv projevilo na jeho zdravotnim stavu a chovne kondici, neztratil ani po 
200 dnech sledovani trvale schopnost produkce spermii, naopak po 160 dnech 
se koncentrace (viz.graf c.5) a motilita (graf c.6) sice o neco nizsi vratila do 
puvodnich hodnot pf ed ozaf enim a kohout nebyl pf ipraven ke kolonizaci varlat 
^^^rapohlavnimi, spermatogonialnimi bunkami kohouta donora. 

Pfiklad 4 

-neuplnd sterilizace kohouta akceptora 

Dospely kohout inbredni linie plemene Leghornka bila (bila barva pen 
zpusobena dominantni alelou II v lokusu I) produkujici ejakulat byl fixovan 
pro ozafeni stejne jako v pfikladu 1 . Varlata kohouta byla pomoci ozafovaciho 
pfistroje ozafena jednorazovou davkou 26 Gy. Tato davka se projevila 
negativne na zdravotnim stavu kohouta, misto ozafeni bylo na kuzi lehce 
zdufele a nacervenale kohout jevil znamky unavy jeste nekolik dnu po ozafeni. 
Kohout ztratil temef po 160 dnech schopnost produkce spermii, viz graf c.7, 
ale produkce ejakulatu v nepatrne mife pokracovala a spermie vykazovaly i 
urcitou motilitu, viz graf.c.8. Bylo mozne konstatovat, ze tato davka byla 
pomerne vysoka, zatizila zdravotni stav kohouta, ale nebyla z pohlede jeste 
okracujici produkce ejakulatu dostatecna a kohout nebyl pfipraven ke 
olonizaci varlat prapohlavnimi spermatogonialnimi bunkami kohouta donora. 

Prumvslova wuzitelnost 

Opakovanym ozaf enim gamma paprsky varlat kohouta akceptora a 
implantaci cizich prapohlavnich spermatogonialnich bunek kohouta donora do 
neporusenych sterilnich varlat kohouta akceptora dojde u nej k opetovne 
produkci oplozeni schopnych spermii s celou genetickou informaci od kohouta 
donora. Po inseminaci slepic temito produkovanymi spermiemi vznikne 
transgenni drubez s 1/2 geneticke informace od donora. Uvedeny postup bude 
vyuzivan prumyslovym zpusobem drubezafskymi §lechtitelskymi a 
biotechnologickymi spolecnostmi. 
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PATENTOVE NAROKY 



1. Zpusob konstrukce transgenni drubeze, zejmena prenosem prapohlavnich 
spermatogonialnich bunek, vyznacujici se tim.zese pouze varlata kohouta 
akceptora zevne opakovane ozari gama paprsky. nacez se do jeho neporusenych 
sterilnich varlat v intervalu 60 dm az 2 let od posledniho ozareni implantuji cizi prapohlavni 
spermatogonium bunky kohouta donora, z nichz se dale produkujf oplozeni schopne 
spermie s celou genetickou informaci od kohouta donora, z kterych po inseminaci slepic 
vznikne transgenni drubez s 1/2 geneticke informace od donora. 

2. Zpusob podle naroku 1, v y z n a c u j i c i se tim.zese varlata kohouta 
akceptora ozari 3x az 9x gama paprsky o sile alespon 8 Gy vzdy v intervalu 3 az 9 dnf. 

3. Zpusob podle naroku 1, vyznacuj ici se tim.zese varlata kohouta 
akceptora ozan 5x gama paprsky o sile 8 Gy vzdy v tydenmch intervalech. 



PPJLOHY 



fotografie semenotvomych kanalku po opakovanem (5x8 Gy) ozafeni varlat 
kohouta akceptora. Y semenotvomych kanalkach jsou patrne pouze Sertoliho 
bimky, prapohlavni, spermatogonialm bunky nejsou patrne. (barveno Pas, x 400) 




obr. C. 1 
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